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ADDOTTI FRA RE AGENTT PI S HITrr Ti^ pt sqnANZA MAGWETTFA 
E SUBSTRATI CONTENENTI PROTONI SCAMBIABILT PF.R 
APPT.inAy. TorJi CEST 

La prescnte invenzione riguarda addotti paramagnetici utili in procedure 
di Magnetic Resonance Imaging (MRJ) ch© utilizzano il trasferimento di 
saturazione per creue contrasto nell'immagine. 
Sfondo dell'iavenzione 
5 La generazione del contrasto in un'inunagine MRI attraverso 

rirradiazione di protoni mobili nei tessuti b gia stata ripoitata in US 
5,050,609. L'uso di agenti di contrasto esogeni (detti originariamente agenti 
CEDST, attualmente agenti CEST) contenenti almeno un protone mobile in 
scambio con Tacqua h state desccitto in WO 00/66180. In questo documento 

10 non si fa esplicito riferimento alia possibilita di utilizzare complcssi 
paramagnetici come agenti CBST. I composti pteferiti sono molecole 
diamagnetiche quali asuccberi, aminoacidi, composti eterociclici, nucleosidi, 
imidazoli e derivati, guanidina, etc... 

Nello stcsso docnm^to, sono aoche livendicati metodi per la 

15 determinazione in vitro ed in vivo di pH, temperatura e concentrasdone di 
metaboliti mediante la soxnministraziQne di un agente di contrasto avente due 
set di protoni mobili magneticamcnte non equivalent!. L'irradia^ione selettiva 
dei due pool consente, attraverso Tapplicasnone di un metodo raziotnetrico, di 
misurare un effetto di trasferimento indipendente dalla concentrazione del 

20 mezzo di contrasto. H trasferimento di saturazione implica che i protoni mobili 
dell'agente CEST non siano in coalescenza con Tacqoa di bulk, cid significa 
cbe la separazione tra le firequenze di risonanza dei due set di protoni mobili 
deve essere maggiore della velocity di scambio* Lioltre, Teuitita del 
trasferimento e direttamente propoizionale alia velocita di scambio dei protoni 
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dell'agente e quindi ua atunento nella separazione delle ftequenze di risonanza 
dei due segnaU in scambio detennina un aumento nell'efficienza del 
trasferimento di satuiazione. Per questo motivo k statb considerato I'utilizzo 
di agenti di contrasto CEST paramagnetici (WO 02/43775) dove si rivendica 
5 I'uso di complessi paramagnetici dotati di protoni mobili il cui trasferimento 
di saturazione (migliore rispetto ai composti diamagnetici esemplificati in US 
5050609) pu6 essere sensibile a parametri di interessc diagnostico quali pH, 
temperatuia e concentrazione di metaboUtiy etc.. 

Nei documenti citati e nella letteratura non k stata tuttavia presa in 

10 considerazione la possibilita di utilizzare come agenti. CEST sistemi costituiti 
da addotti non covalenti fonnati da un substcato dotato di protoni in scambio 
con I'acqua di bulk (anche con tqiologie analoghe a quelli esemplificati nel 
brevetto US 5050609) e da un complesso paramagnetico capace di aumentare 
la separazione dall'acqua di bulk delle loro frequenze di risonanza. Con 

15 questo approccio I'agente paramagnetico saA scelto in base alle sue 
caratteristichc di Reagente di Shijft (SR) rispetto aUe propriety del composto 
contenentB i protoni scambiabili. 
Descrizione dell'iuvenzione 

La presente invenzione rignarda la prepatazione e Tutilizzo di agenti 
20 CBST paramagnetici in cui il chemical shift dei protoni mobili chc devono 
essere irradiati per ossCTvaxe il trasferimento di saturazione sia stato 
opportunamente "shiftato" a seguito dell'interazione del substrato con un 
cHelato paramagnetico contenente un metallo scelto fra ferro (IQ 
(configurazione alto spin), feiro CHI), cobalto (H), i«dio(II), rame (H), nickel 
25 (U), cerio (III), praseodimio (m), neodiroio (III), disprosio (III), crbio (m), 
terbio (HI), olmio (HI), tulio (III), itterbio (m) ed europio (HI). I protoni 
mobili possono appartenere a substrati diamagnetici o paramagnetici. feimo 
restando che in quest'ultimo caso il loro chemical shift sia influenzato 



11/04 '03 15:21 FAX +39 02783078 



Q012 



3 

dairinterazione non coval^te con la specie paramagnetica. 

In un TOO primo aspetto, I'mveiitzione fornisce peitanto agenti CBST 
paxamagnetici costituiti da substrati diamagnetici contenenti protoni mobili 
(unita SH) legati per mezzo di interazioni elettrostatiche o di legami covalenti 
5 a chelati paramagnetici (unita SR) che interagiscono reversibilznente con i 
substiati stessi. 

L'invenzione fomisce inoltre composizioni diagnostiche contenenti gli 
agenti CEST come sopra definiti in miscela con un veicolo opportuno. 

Come molecole dotate di protoni mobili possono essere impiegate tutte 

10 quelle gii descrittc in US 5050609 e in WO 00/66180, con paiticolare 
preferenza per poliamine lincari e macrocicliche, come il cyclen (1,4,7,10- 
tetraiazaciclododecano), poliaminoacidt, come la poliarginina, proteine quali 
albumma nmana del siero, polisaccaiidi, policiclodestrine, polimeri sintetici 
^oliamidoamine, poliaminoacidi peramidati, dendiimeri contenenti gruppi 

15 amidici), Cyclen, poliarginina e albumina sono particolamiente preferite. 

I protoni scambiabili possono anche appaitenere a molecole di acqua 
che, a soguito dell'interaziione con il substrato SH e per la natuia dell'addotto 
[(SR)(SH)], vengano ad essere "shiftate" dal segnale deir acqua di bulk e 
siano in adatte condizioni di scambio con essa. Rientrano in qnesta categoria 

20 di sostanze SH, sistemi polisaccaiidici, in particolare sistemi c^aci di formare 
aggregati supramolecolari in grado di intrappolare molecole di acqua e uniti 
SR. Un ulterioxe estensione di questo concetto include qiialsiasi sistema in cui 
SR e molecole di acqua siano intrappolati nello stesso compartimento e, nello 
stesso tempo, le molecole di acqua (il cui chemical shift h influenzato 

25 dall'nmt& SR) siano in adatte condizioni di scambio con Tacqua di bulk. Un 
elenco non esanstivo di sistemi ntilizzabili per ottenere tale 
compartimentalizzazione include liposomi, sistemi nano- e micro-vescicolari, 
cavita proteiche e cellulo. 
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Gli addotti deU'invenzione possono essere preparati per semplice 
miscelazione delle znolecole dotate di protoni mobili con i chelati 
paramagnetici, in rapporti molari oppoxtuni chc dipendono dall'afSnita tra il 
substrato e runita SR: 

SH + SR 7^ [(SR)(SH)] 
Tale affinita pu6 essere esprcssa dal valore della costante 
tennodinamica di assooiazione (Ka) che deve essere superiore a 10. Gli 
addotti possono poi essere isolati e purificad con tecniche promatografiche e/o 
10 per liofilizzazione;, precipitazione, evaporazione e simili. 

Secondo ima prima forma di realizzazione deirinvenziona, rtmiti SR 
possiedc carattecistiche chimiche capaci di riconoscere la poizLone della 
molecola substrato contenente i protoni mobili in mode da inflnenzare 
significativamcnte il loro chemioal shift, da irradiaxe. Ad esempio, nel caso di 
15 addotti fra [LnDOTP]"^ (Ln e un lantanide) c i substrati preferiti, cyclen, 
poliarginina e HSA, Tinterazione awiene attraverso legami di natura 
elettiostatica. 

Altri esempi riguardanti I'interazione elettrostatica tra substrato ed unit& 

SR sono quelli in cui il [LnDOTP]"*" b in grado di influenzare il valore del 
20 chemical shift dci protoni mobili di molecole diamagaetiche quali Co(III)* 

sarcofagina, Co(Iir)-(etilendiamina)3 e agmatina. 

n riconoscimento substrato-unita SR puo aiiche avvenire attraverso 

interazioni idrofobiche (per es. nel caso di poUciclodestrine) o miste (per es. 

nel caso di proteine). 
25 Altemativamente, Tunita SR pud essere intrappolata in sistemi 

polimerici ad alta biocompatibilita come idrogeli o proteine reticolate nei 

quali e in grado di esercitare il proprio effetto nei confronti delle molecole di 

acqua in scambio lento present! aH'intemo di tali sistenu. 
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Inoltre, sistemi di interesse sono anche quelli in cui la dififerenzia2doiie 
tra i pool dei protoni scaxnbiabiK awenga a seguito di efTetti di 
coiupaitixneDtalizzazione. 

Secondo questa fonna di realizsazione dell'invenzione, Tunita SR ed il 
5 substrato SH possono essere compaitimeiitaUzzati airintemo di opportoni 
sistemi biocompatibili quali liposomi, nanoparticelle, microemulsioni, cavita 
proteiche (es, apoferritina), nei quali Tacqua (a differenza delFunita SR e del 
substrato) possa liberamCTite scambiare tra rintemo e restemo del 
compartimento. In questo modo reffetto deirnnita SR potrebb© anche 
10 manifestarsi attraverso una sempHce variazione di suscettivita magnetica, 
capace di infhienzare la firequenza di risonanza dei protoni mobili del 
substiato all'mtemo del comparftmento senza prerappoire una lore 
intcrazione, con il vantaggio di render© pres50ch6 costante la frequenza di 
irradiazione dei protoni mobili del substrato. 
15 ' Se I'c^ente SH-SR vienc compaitimentalizzato in un sistema in cni la 

velocity di scambio deU'acqna tra I'intemo e Testemo del compartiniento e 
molto lenta e qualora la quantita di acqua nel comparto contenente Tunita sia 
sufficiente per poterla osservare ueirinunagine MR, Teffetto del trasfenmento 
di saturazione potrebbe essere notevolmente amplificato a causa deU'amnento 
20 della concentrazione locale di SR e del substrato contenente i protoni mobili. 

In altemativa, Tagente di shift puo essere scelto alio scopo di 
influenzare la sola risonanza del segnale dell' acqua di bulk. Questo e£Eetto 
detetminerebbe in ogni caso un aumento della separazione delle frequenze di 
risonanza tra acqua e substrato consentendo Tirradiazione dei protoni mobili 
25 di quest' ultimo. Un esempio di questo tipo, non pertinrate all'ambito CEST, e 
stato Tiportato da Otting et al. (J. Anu Chcm. Soc, 1991, 113, 4363) che 
hanno utilizzato Co(II) alio scopo di "spostare" il segnale deJl'acqua di bulk 
permettendo cosi rossetvazione di molecole di acqua intrappolate in xm site 



della proteina BPTI nel quale 1' agente di sliift jion h in grado di entrare. 

L'unita SR e I'unita SH possono essere anche coniugati attraverso iin 
legame covalente, cosi da garantire la stessa biodistribuzicme delle due uniti 
in vivo. In questo caso I'effetto dell'unitii SR non si esplica 
intramolecolannente nei confronii dei protoni dell'unitA SH, bensi in tennim 
intezmolecolari, attraverso im meccanismo di auto-ricoiioscimento/auto- 
aggregazione. 

Un composto preferito airintemo di questa categoria d i] segaente: 
2-O3P . J s, y — CONH— CHz-CONH— Gfy — (Argh 

K ^ J 

2-O3P — ^ N — / ^ — P03^" 

nel quale rauto-riconoscimento intexmolecolaxe awiejie tra un'unita SR 
carica negattvaznente di una molecola e la catena poliaxgininica positiva di 
un'altra molecola. In questo composto la scelta del numero di residui di 
arginina sulla catena laterale c stata anche dettata dal fatto che il motivo 
strutturale (Aig)8^ reminiscente del £ranunento peptidico 48-60 del virus 
mV-l, c noto per la sua capacita dj essere riconoscmto ed intemalizzato dalle 
cellule (Suzuki et al., J. Biol. Chem., 2002, 277, 2437). 

Tale composto pu6 essere preparato secondo il seguente schema di 
sintesi: 
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Par i pjrevisti impieghi diagnostioi, gli agenti secondo IMnvenzione 
saiaimo fotmalati in oppoitime composidoni adatte alia somministrazione 
5 parenterale. 

Le composiziotii diagnostichc dell'invenzione possono essere utilizzate 
per la detenninazione di parametri chimico-fisici di interesse diagnostico quali 
tempcratnra, pH, concesntrazione di mctaboliti, pressioni paiziali di O2 or COz 
e attivita enzimatiche in ua tessuto o organismo lunano o animale per mezzo 
10 della metodica CEST. A questo fine la composizione diagnostica piefbiibile 
dovxk contenere due sest magneticamente diversi di piotoni mobiU il cui effetto 
dt trasferimento deve esseie praferibilmcnte diverse nei confronti del 
paiametro chimico-fisico di interesse. In questo modo, attraverso I'utilizzo di 
un metodo raziometrico (gia descritto in WO 00/661SO),. k possibile 
15 deteimioare il parametro diagnostico indipendentemente dalla concentrazione 
locale della composizione diagnostica. 

Un'altra applicazione pxefexita nguarda la possibility di utilizzare tali 
sistemi al fine di ottenere infannazioni sulla penneabilita endoteliale. A tal 
scopo attualmente vengono impiegati agenti diagnostici convenzionali (cio& 
20 agenti sul Ti o dei protoni dell'acqua) (Min-Ying S. et al, Magn. Res. Med. 
1998, 39, 259-269) utilizzando la tecnica del DCB-MRI (DCB = Dynamic 
Contrast Enhanced). II metodo consiste nella somministrazione di agenii 
diagnostici di dimensioni diverse (come tali o a seguito dell'interazione con 
macromolecole come I'HSA) alio scopo di valutare la penneabilita dei 
25 capillaii. La valutazione quantitativa della penneabilita ccqpillare viene 
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condotta attraverso uno studio cinetico che richiede rixnpiego successivo dei 
diversi agenti diagnostici. Attraverso la modaUti CEST, invece, h possibile 
valutare I'extravasazione di ciascuha unita SR (o viccrversa di ciascuna uniti 
SH) dal momento che Q contrasto pud essere "stijnolato" mediante 
5 ritradiazione selettiva dei segnali del sistema diagnostico. Su qaesta base, si 
possono utOizzare unitii SR di diverse diroensiom capad di spostare 
diversamente (per es. cambiando U metallo paiamagnetico) jl segnale dei 
protoni mobili del substrato SH. L'identificazione della/e specie che xiescono 
ad oltrepassBxe Tendotelio permette la realizzazione dello studio cinetico a 
10 seguito di un'nnica somxninistraziooie. 

In altemativa, lo stesso obiettivo pud essere ra^untb ut iliTaati do la 
stessa uniti-SR e modalando le dlmensioni e la tipologia del substrato 
ijrteragente al fine di variare la firequenza di risonanza dei suoi protoni mobili. 
CJn analogo risnltato {mo essere ottenuto attraverso Tutilizzo di sistemi 
15 compartimentaHzzati con dimensioni diverse nei quali l'identificazione 
dell'agente diagnostico cbe riesce ad oltrepassare Tendotelio pu6 essere 
facilmente esegoita attraverso un'appropriata fotmulazione della soluzione 
contenuta all'intemo del sistema prescelto (liposoma, nanosfera, etc). 

Le coinposizioiii comprendono preferibilmente un addotto 
20 deirinvenzioiie in concentraziom molari comprese tra circa 0.001 © LO M, in 
miscela con nxi veicolo opportono. 

Le composizioni deirinvBitzione possono essere opportunamente 
sonuninistrate per via intravasale (per esempio per via endovenosa, 
intraaiteriale , intraventricolare) oppure per via intratecale, intrapCTitojiealej, 
25 intralinfatica, intracavitale, orale o enterale. 

Forme preferite sono soluzioni o sospensions acquose sterili» pronte 
airuso o in forroa di liofiUzzato da ricostituire con solvente sterile 
immediatamente prima deirnso. A seconda delle specificlie esigenze 
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diagnostiche;, i dosaggi potranno variare tra 0.01 e 0.5 mmol/kg di peso 
coiporeo- 

L'inveii2doiie e descritta in maggior dettaglio nei seguenti esejnpi. 
Esempio t 

5 Spettro CEST di una soluzione 0.1 mM di poliargixiina (DP 227) a pH 

6.5, 312 K, 7.05 T, tempo di iiradiaaone 10 s. 

Lo sp<mro CFigura 1) indica I'intensita del segnale NMR delFacqua di bulk in. 
funzione della fiequenza ixradiata riportata in ppm rispetto airacqua. 

Si notano i due picchi CEST intomo a 2 ppm e a 4 ppro dall'acqua 
10 indicanti rispettivamente il trasferimento di saturazione causato . 
dall'iitadiazione dei inrotoni guanidinici e. del baekbone atnidico del polimero. 

Esempio 2 

Spettro CEST di una soluzione 0.1 mM di poliarginina (DP 227) a pH 
7.2, 312 K, 7.05 T, tempo di irradiazione 10 s. 
15 Lo spettro (Pigura 2) evidenzia che Taumento della velocita di scambio 

dei protoni del polimero causato dall'aumento del pH detennina la loro 
coalescenza con il segnale deiracqoa di bulk. 

£sempio 3 

Spettro CEST di una soluzione 0.5 mM di poliarginina (DP 227) in 
20 presenza di 2.5 mM di [YbDOTP]^" a pH 6.5, 312 K, 7.05 T, tempo di 
irradiazione 4 s, 

Lo spettro (Figura 3) mostra I'effetto dell'unit& SR sulla frequenza di 
risonanza del substrate. 
Esempio 4 

25 Spettro CEST di una soluzione 0.5 mM di poliarginina (DP 227) in 

presenza di 2.5 mM di [YbDOTP]"^ a pH 7.2, 312 K, 7.05 T, tempo di 
irradiazione 4 s. 

Lo spettro (Figura 4) mostra che anmentando il pH della soluzione 



11/04 '03 15:22 FAX 02783078 



BBM 



@020 



11 

Teffetto dell'iinita SR consente di xoisurare un trasfeiimento si saturazione per 
i protoni guanidinici irradiando neirinteivallo 5-10 ppm dall'acqua di bulk, 
Esempio 5 

Spettro CEST di una soluzdone 0J25 mM di poliarginina (DP 227) in 
5 presenza di 3.5 mM di [DyDOTPf" a pH 6.5, 312 K, 7.05 T, tempo di 
inadiazdone 4 s. 

Lo spettro (Figura 5) indica che Veffetto dello ione Dy(III) nei confronti 
delle zisonanze dei protoni mobili guanidinici & di segno opposto rispetto 
airuso dello tone Yb(III). 
10 Esempio 6 . ' 

Spettro CEST di una soluzioue 0.1 mM di poliarginina (DP 227) in 
presenza di 1.2 toM e 2.4 mM di [TmDOTP]^ a pH 7^, 312 K, 7.05 T, tempo 
di itradiazione 4 s. 

Lo spettro (Figura 6) indica il marcato effetto di questo complessb suUa 
15 frequenza di risonan2» dei protoni mobili guanidinici la cui itradiazione pud 
essere condotta nell'intervallo 30-40 ppm (2.4 mM di SR). 

Esempio 7 

Dipendcnza del trasferimento di saturazione (ST %) di una soluzioue 
6.25 jiM di poliargiuina (DP 227) in funzione della concentradone di 
20 [TmDOTP]^ a pH 7.2, 312 K, 7.05 T, frequenza di iiradiazione 8400 Hz 
dall'acqua, tempo di irradiazione 4 s. 

II grafico mostra la notevole sensibilita di questo sistema in cui e 
possibile misurare un effetto ST del 5 % ad una concentrazione di uuita.SR di 
ca. 40 nM, 
25 Esempio 8 

Dipendenza dal pH del trasferimento di saturazione (ST %) di una 
soluzione 0.1 1 mM di poliarginina (DP 270) e 2 mM di [TmDOTP]^, 312 K, 
7-05 T, frequenza di iiracKazione 6000 Hz dall'acqua, tempo di iiradiazioiie 4 s. 
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L'effetto diminuisce sensibilmente a pH acido principalmente a causa della 
diminuzione della velocita di scainbio dei protoni guanidinici. 
jSsempio 9 

Interwdoiac tra sieroalbrnnina mnana (HSA) e [TniDOTPr (512K, pH 

5 7.4). 

La figura 8 mostra il trasferimento di saturazione tnisutato iiradiando le 
ftequenze dello spettro NMR comprese fra 1.3 ppm e 10 ppm , per iina 
soluzione di HSA 1 mM da sola (□) e dopo raggiunta di [TmDOTP]'^ in 
quantity 3iiiM (■). Si osaerva che Ja ficequenza alia quale si osserva il massimo 
10 di trasferinjento, riconducibile all* iiradiazione di protoni guanidinici di residui 
di Arg della proteina, si sposta di circa 2 ppm. 

Esempio 10 

Interazicne tra 

La figura 10 indica la dipendenza deU'effetto CEST (ST %) in funzione 
15 della concentrazione per soluzioni 1:1 di [TmDOTP]'^ e Co(en,)3^*, 298 :K, pH 
5.7, 7.05 T, ficequenza di irradiazione 21000 Hz dall'acqua, tempo di 
irradiazione 4 s. In quests condizioni sperimentali un e£Fetto CEST del. 5 % ^ 
stato ottenuto ad ana concentrazione di vanA SR pari a 0.1 mM. A tempferatora » 
e pH fisiologici l'effetto massimo fe solo del 9 % a causa della elevata velocita 
20 di scambio dei protoni aminici primaxi. 
Esempio 11 

Intera^jone tra [TmDOTP]''' e Cyclen. 

La figura 11 indica la dipejidenza deU'ejBTetto CEST (ST %) in funzione 
del rapporto di concentrazione tra Cyclen e [TmDOTP]'*" per una soluzione 4 
25 mM di quest'ultirao, 312 K, pH 6, 7.05 T, frequenza di irradiazione 21000 Hz 
dall'acqua, tempo di irradiazione 4 s. 11 massimo effetto osswvabile per 
rapporti di concenlrazione substrato/unita SR pari a circa 3-4:1. A 
concentrazioni di substrate inferiors l'effetto diminuisce principalmente a 



causa del ridotto numero di protoni ixradiati, -meatre a concentrazioiu supeiioii 
reffetto diminuisce principalmexite' a causa deU'auniento della firazione libera 
di cyclen con consegueDte spostamento del segnale dei protoni mobils verso la 
zona diainagnetica* 
5 Esempio 12 

Interazione tra [TmDOTP]^ e Cyclwi. 

La figura 12 illustra la dipendenza deireffetto CEST (ST %):dalla 
. conoentrazione di [TmDOTP]^ mantenendo nn rapporto di concentrazioDe 
[Cyclen]/[TmDOTP]'*" di 3:1, 312 K, pH 6, 7,05 T, frequenza di irradiazione 
10 21000 Hz dall'acqua, tempo di irradiazione 4 s. 

U grafico mostra la noteyole sensibilita di questo sistema in-cui b 
possibile misurare un e£fetto ST del 5 % ad ima concentxazione di unitaiSR di 
ca. 60 pM. 

Esempio 13 

15 Interazione tra [TrnDOTP]"*" e Cyclen. 

La fignra 13 mostra la dipendenza dell'effetto CEST (ST %) dal pH per 
nna soluzione 3:1 di cyclen (12 mM) e [TmDOTP]''" (4 mM), 312 K, 7.05 T, 
frequenza di irradiazione 21000 Hz dall'acqua, tempo di iiradjazione 4 ^. 

L'e£fetto di trasf^imento riflette la dipendenza della velotfita di 
20 scambio dei protoni aminici dal pH, cioe diminuisce quando e troppo lento 
(pH < 5) oppure quando c troppo rapido awicinandosi alia condizione di 
coalescenza (pH > 7). 
Esempio 14 

L'^istogranuna riportato in figuia 14 mostra il confionto tra i valori di 
25 ST % per una serie di substrati interagenti con Tunit^ SR [TmDOTP]^', ;3 12 K, 
pH 7 A 7.05 T, tempo di irradiazione 4 s- In tutti i casi la concentrazione di 
[TmDOTP]^ e di 4 mM mentre quelle di snbstrato varia in funzidne del 
rapporto di concentrazione ottimale valutato in precedenza. Triaza « 1,4,7- 
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tiiazaciclononano 10:1; Esaaza = 1,4,7,10,13,1 6-esaazaciclooctadecano 2:1; 
Cyclen 3:1; Cyclam 2:1 e Foliargiiiina 0.055:1. 

5 
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RIVEND1CAZI03VI 

1. AgexLti CEST paramagnetici costituiti da un substrate (SH) confenente 
protoni mobili legato a un chelate paramagnelico (SR) contenente im metallo 

5 scelto fira ferro (II) (configuiazione alto spin), feiro (III), cobaltio (11)^ 
rodio(ll). Tame (II), nickel (n), cerio (HI), prascodimio (III), neodimib (III), 
disprosio (III), erbio (IE), terbio (IDO, olmio (III), tulio (ID), itterbio QIII) ed 
europio (III). 

2. Agenti secondo la rivendicazione 1 in cui i substrati SHj siano 
10 diamagnetici e sceiti £ra poliamine lineaii e ciclicbe, poliaminoacidi, prbteine, 

poUsaccaridiy poliamidoamine, poliaminoacidi peramidati, dendnxnrai 
contenenti gmppi amidici , policiclodestrine, poUsaccaridi, alginati . 

3. Agenti secondo la liveadjcazione 2 in cui il substrato h scelto fta 
poUarginina , albuxnina e cyclen. 

15 4. Agenti secondo una delle rivendicazioni da 1 a 3 in cui il chelato 
paramagnetico e [LuDOTP]^, j 
5. Agenti secondo una delle rivendicazioni da 1 a 4 compartimentali2u:ati 
airintcniQ di sistemi biocompatibili sceiti fra Itposomi, nanoparticelle, 
micro^ulsioni, caviti proteiche. 

: 

20 6. Agenti secondo una delle rivendicazioni da 1 a 5 in cui il legatne tra 
substrato e cbelato e di tipo elettrostatico, la costante termodinamica 
apparente di associazione (Ka) SR-substrato essendo superiore a 10. 
7. Agenti secondo una delle rivendicaziQni da 1 a 5 in cui SH siajlegato 
covalentemente a SR. 

: 

25 8. Un agente secondo la rivendicazione 7 di formula: j 

• . { 

t 

i 
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9. Una composfcjione diagnostica contenente im agetrte 
rivendicazioni 1-8 in miscela conun veicolo oppottuno. 



deUe 
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RIASSUNTO 



APDOTTI FRA REAGENTl Dl SHIFT PI RISONANZA MAGNETTCA 

t 

E SUBSTRATI CONTENENTI PROTONI SCAMBIABELI 1 PER 
APPLICAZIONI CEST ! 

i 
I 

I 

Si descrivoao agenti CEST parauiagnetici costituiti da un sutistxato 

(SH) contenente protoni mobili legato a iin chelate paraxnagnetico (SR) 

contenente un metallo sceho fra feno (11) (configuraTioiia alto spm)i fexro 

I 

(III), cobalto (II), rodio(II)^ rame (II), nickel (II), cerio (III), praseodimip (III), 

i 

neodimio (m), disprosio (111), erbio (m), tcrbio (III), olmio (HI), tuli^ (UI), 
itterbio (III) ed europio (HI). 
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